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論文内容要旨
 タンパク質のリン酸化を担うタンパク質リン酸化酵素の精製・性質の検討中に,粗タンパク質
 リン酸化酵素画分に,通常のタンパク質リン酸化酵素活性の測定方法で,このタンパク質リン酸
 化酵素活性と同様の酵素活性の存在を認めた。そこで,この酵素をエールリッヒ腹水腫瘍細胞か
 ら分離し,その酵素的性質を解析した。
 著者は,エールリッヒ腹水腫瘍細胞のホモジェネートを粗酵素画分とし,それをDEAEセルロ
 ース・クロマトグラフィー,ホスホセルロース・クロマトグラフィー,さらにセファクリルS-
 200ゲル口過の後に,6Mウレア存在下のセファロース6Bゲル口過した分画を,更にもう一度
 セファロース6Bゲル口過を行うことにより完全精製した。この精製標品には,SDS電気泳動
 的に,分子量1万8千と2万の2つのポ1」ペプチドが認められた。「司標品をゲル口過により,分
 子星を推定したところ,分子量は約7万5千であった。この精製標品のアミノ酸組成は,アミノ
 酸17種からなり,グルタミン酸,グリシン,リジンの含量が高いのが特色であり,酸性・塩基性
 アミノ酸は,各々22.2%,.15.0%であった。等電点は,18Kがp17.1,20Kが7.2であった。
 酵素活性は,20mMTris・HCl(PH7.5),4mMDTT,1μgBSA,50mMKC1,10μM
 〔1-32P〕ATP,および精製酵素存在下で4℃5分間反応後,10mMEDTAを含む0.1Mピロ
 リン酸の添加により酵素反応を停止させたのち,メンブラン・フィルター法で測定した。本酵素
 の活性は4℃で1分以内にプラトーに達し,至適pHは,pH7-8であった。4℃5分間の酵素
 反応で,化学量論的に酵素自身がリン酸化されることが判った。しかしながらプロティンキナーゼ
 によるタンパク質のリン酸化と異なり,1%SDSや高温処理により放射活性が遊離する。カイネテ
 クスを求めた実験結果により酵素1分子に約4分子のリン酸基が結合していることが示された。
 2価の陽イオン(Mg2+,Ca2+)は,酵素活性を高濃度では阻害し,低濃度では無添加と比
 べて酵素活性に影響を示さなかっ.た。しかし,EDTA存在下でMg2+による酵素活性の促進が認
 められることから,2価の陽イオンが酵素活性に必須であると考えられる。酵素のIJン酸化は不
 安定で,酵素活性の測定条件下で8h放置するとその放射活性が半減する。本酵素活性は比較的
 高温で安定であるが,70℃30分処理では完全に失活する。本酵素活性には,ATPのr位のリン酸
 基のみが関与し,NDPの添加によりリン酸化酵素の放射性活性が完全に減少することから,NDP
 カイネイスの可能性が示唆された。この可能性を確めるために,いったんリン酸化された酵素と
 ADPを反応させたところ,反応系にATPが生成されたことから,本酵素をNDPカイネイスと
 同定した。本酵素の2本のポリペプチドは,オートラジオグラフィー(以下ARGと略す)により,
 2本共リン酸化されしかも定量的であることが示された。この2本のポリペプチドのリン酸化を
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 種々の条件下でARGで解析した結果,行尽った実験範囲内では2本のポllペプチドの各々の11ン
 酸化の挙動は,互いに類似性を示した。又,他の細胞種(L細胞,HeLa細胞,HL-60細胞)
 でも,粗酵素面分からのARGにより,2本のバンドが検出できた。以上の実験結果からエールリ
 ッヒ腹水腫瘍細胞から精製したNDPカイネイスは,分子量,至適pH,2価陽イオンの要求性,
 熱耐久性,基質特異性,酵素1分子に結合するリン酸基の数は,従来報告されでいる他の動物細
 胞・細菌のNDPカイネイスと類似性を示した。しかし,本NDPカイネイスの酵素活性発現に
 は低濃度の2価陽イオンを必要とし,SH酸素阻害剤に影響されないこと,さらに精製された本
 酵素には2本のポリペプチドが認められる点が新たな発見である。2本のポリペプチドのリン酸化
 をARGで解析した結果,粗酵素画分でも,特異的にNDPカィネイスの2本のバンドを検出で
 き,反応条件を選ぶことにより,メンブラン・フィルター法を用いることによって反応中間体を
 特異的に定量できることが判った。2本のポリペプチドのリン酸化が種々の実験条件下では挙動
 が極めて類似していること,また種々の異った酵素画分では,ARG又はSDS電気泳動によって
 検出される2本のポリペプチドのバンドの量比が異なることから,1万8千のポリペプチドが2
 万のポリペプチドの限定分解によつで生じている可能性が示唆された。
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 審査結果の要旨
 細胞分化,がん化や細胞増殖における細胞内代謝調節は,細胞を構成するタンパク質,主とし
 て酵素のproteinkinaseによるリン酸化を介して行なわれる事実が最近数多く示されている。
 本研究は,エールリッヒ腹水腫瘍細胞のNDP(nucleosidediphosphate)キナーゼに主点を
 置き,本酵素の完全精製とその酵素的諸性質を明かにすると同時に,細胞変化(細胞がん化など)
 における本酵素の生理学的役割を解析しようとしたものである。
 本研究内容は,(1)NDP・キナーゼの簡便なassay法の確立,(2)このassay法を用いての本
 酵素の完全精製,(3)精製酵素を用いての酵素的諸性質の検討,さらに14}本酵素のpeptide構成
 と動物細胞内における本酵素の存在様式などが詳細に述べられている。特に,本研究では粗酵素
 分画におけるNDPキナーゼのオートラジオグラフィ法による直接的な検出,(2)proteinkinase
 によるリン酸化タンパク質との生化学的識別実験法の確立,さらに{3)本酵素のpeptide構成と
 細胞内存在様式を示した実験結果は注目に値する。これらの実験結果は,細胞分化や細胞がん化
 などの細胞変化を生化学的に直接追跡出来る可能性を示した。とりわけ本酵素は細胞内エネルギ
 ー供給と核酸(DNAとRNA)合成を直接調節する酵素だけに,将来この種の実験方法を取り
 入れた研究が期待される。しかしながら,本酵素自体は1953年米国のBergらによってすでに記
 載されており,またその後の多くの研究報告と今回著者の示した本酵素の諸性質はほぼ一致して
 いる。著者による本酵素の同定には従来用いられなかった新な手技を導入し,しかも証明と論理
 構成は十分評価することができる。
 以上,本論文はエールリッヒ腹水腫瘍細胞のNDPキナーゼを精製しその酵素的性質を生化学
 的に解析したものであり,十分学位に価いすると判定した。
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